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 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AB Alzheimerjeva bolezen 
Ang1  angiopoietin 1 
APOE apolipoprotein E 
APP amiloid prekurzor protein 
A𝛽 amiloid beta 
KMP krvna – možganska pregrada 
CAA cerebralna amiloidna angiopatija 
CADASIL cerebralno avtosomalno dominantna arteriopatija in levkoencefalopatija 
CARASIL cerebralno avtosomalno recesivna arteriopatija s subkortikalnimi infarkti in 
levkoencefalopatijo 
CVB cerebrovaskularne bolezni 
CŽS centralno živčni sistem 
EMC embrionalne matične celice 
GDF-15 rastni diferenciacijski faktor 15 (ang. Growth Differentiation Factor 15) 
IDE encim za razgrajevanje inzulina (ang. Insulin Degrading Enzyme) 
IL - 1β interlevkin 1 beta (ang. Interleukin – 1 beta) 
IL – 4 interlevkin 4 (ang. Interleukin – 4) 
MPP peptidaze povezane z mitohondrijskim procesiranjem (ang. Mitochondrial Processing 
Peptidase) 
MMC mezenhimalne matične celice 
NEP neprilizin 
NMDA N-metil-D-aspartat 
NVE  nevrovaskularna enota 
PSEN1 presenilin 1 
PSEN-2 presenilin 2 
fTAU fosforiliran protein TAU 
TGF-β transformacijski rastni faktor beta (ang. Transforming Growth Factor beta) 
TNF – α dejavnik tumorske nekroze alfa (ang. Tumor Necrosis Factor alpha) 
VaD vaskularna demenca 
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Z daljšanjem življenjske dobe narašča število starejših ljudi. Večina se jih spoprijema s težavami 
tvorjenja kratkoročnega spomina, kar obravnavamo kot normalen starostni proces, vendar se 
lahko pri posameznikih razvije senilna demenca, progresivna motnja mentalnih funkcij, ki 
vpliva na osnovna življenjska opravila. Najpogostejše nevrodegenerativne motnje, kot so 
Alzheimerjeva, Parkinsonova, Huntingtonova bolezen in cerebrovaskularne bolezni, uvrščamo v 
skupino bolezni, ki povzročajo spremembe kognitivnosti in vedenja bolnikov (Ariniello, 2002). 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je ena od bolezni, ki najbolj bremenijo zdravstveni sistem v 
razvitem svetu. Klinično jo opisujejo kot progresivno nevrodegenerativno motnjo, za katero je 
značilno postopno slabšanje kognitivnih funkcij, kar je posledica kopičenja nevrofibrilarnih 
vozlov/pentelj in proteina amiloid beta (Aβ) v obliki senilnih plakov (Tanzi, 1999). Katerokoli 
demenco, povezano s cerebrovaskularnimi boleznimi, lahko obravnavamo kot vaskularno 
demenco (VaD). Vaskularna demenca je lahko posledica številnih žilnih etiologij, ki povzročajo 
patološke spremembe možganov in je povezana z raznolikimi cerebrovaskularnimi, srčno-
žilnimi in splošnimi dejavniki tveganja (O'Brien in Lilenfeld, 2002). Odlaganje peptida Aβ 
znotraj sten krvnih žil lahko povzroči poškodbe le-teh. 
Za preučevanje nevrodegenerativnih bolezni se v znanosti uporabljajo tudi živalski modeli. 
Izbira primernega živalskega modela, ki v čim večji meri posnema anatomijo, fiziologijo in 
patologijo pri človeku, je ključna za pridobitev pomembnih informacij o poteku bolezni in 
možnih načinih zdravljenja (Gilmore in Greer, 2015).  
Trenutno dostopna zdravila za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni so namenjena predvsem 
lajšanju simptomov, niso pa sposobna zaustaviti napredovanja bolezni. V zadnjem času se kot 
potencialni načini zdravljenja razvijajo pristopi, ki temeljijo na uporabi matičnih celic. Koncept 
celične terapije je v zadnjih desetletjih pomembno vplival na področje raziskav 
nevrodegenerativnih motenj. Cilj celične terapije je osnovan na obnovi izgubljenih funkcij z 
nadomestitvijo odmrlih ali poškodovanih celic (Zilka in sod., 2011, Melton in Cowen, 2009). 
1.1 CILJI 
Cilj diplomske naloge je predstaviti dve najpogostejši nevrodegenerativni motnji, 
Alzheimerjevo bolezen in vaskularno demenco. S pomočjo pregleda literature bomo preučili 
primernost različnih živalskih modelov za preučevanja patofiziologije nevrodegenerativnih 
motenj pri človeku in možnosti zdravljenja s celičnimi terapijami. V praktičnem delu bomo na 
vzorcih pasjih možganov, pridobljenih iz psov z zabeleženo kognitivno motnjo, poskušali 
odkriti patološke spremembe in jih povezati s pojavom demence (nevrodegenerativnimi 
boleznimi). 
1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
 V možganih psov, z zabeleženo kognitivno motnjo, bomo odkrili patološke spremembe. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 POMEN NEVROVASKULARNIH STRUKTUR 
Žile so ključne za dovajanje hranil in odstranjevanja presnovnih produktov iz centralnega 
živčnega sistema (CŽS) in za optimalno delovanje možganov. Izjemnega pomena je regulacija 
pretoka krvi po, v in iz možganov, ki je uravnan s strani nevrovaskularne enote ali NVE. NVE 
sestavljajo številni celični tipi vključno s celicami žil (endotelijske, periciti in gladke mišične 
celice žil), celicami glia (astrociti, mikroglia in oligodendroglia) in nevroni. Del 
nevrovaskularne strukture je krvno – možganska pregrada (KMP), ki jo v možganih tvorijo 
endotelijske celice v stenah kapilar. Celice so medsebojno povezane s tesnimi, adherentnimi 
stiki in tvorijo neprekinjeno endotelijsko ˝monoplast˝. Vloga le-te je preprečitev 
nenadzorovanega vstopa krvnih celic, patogenov, posredovanje izmenjave molekul in 
odstranjevanje potencialno nevrotoksičnih molekul (Nelson in sod., 2015). 
Spremembe v strukturi in/ali propustnosti žil lahko vodijo k točkovnim ali večtočkovnim 
ishemičnim infarktom, infarktom s krvavitvami in poškodbam beline. Pogost soobstoj žilnih 
patologij in Alzheimerjeve bolezni lahko sproži dodatne poškodbe in tako pospeši razvoj 
kognitivne prizadetosti. Z opravljenimi epidemiološkimi študijami so dokazali, da se pri AB in 
možganskih kapeh pojavljajo skupni dejavniki tveganja, kot so hipertenzija, diabetes, kajenje in 
prisotnost določenih izoform npr. APOE4, ki vodijo v razvoj cerebrovaskularnih bolezni (CVB). 
CVB tako povečajo tveganje za razvoj Alzheimerjeve bolezni ali vaskularne demence za 
trikratno vrednost (Lin in sod., 2019; Kapasi in Schneider, 2016). 
2.2 VASKULARNA PATOLOGIJA AB IN VAD 
2.2.1 Ateroskleroza in bolezen majhnih žil 
Ateroskleroza je degenerativna bolezen arterij, ki nastane zaradi kopičenja krvnih lipidov ter 
proteinov znotraj sten žil. Rezultat procesa je kalcifikacija aterosklerotičnega plaka in nadaljnja 
degeneracija ter fibroza sten žil. Poškodba nastalega plaka pogosto sproži lokalno trombozo 
(Thal in sod., 2012). 
Povezava med aterosklerozo in patologijo bolezni AB še ni docela pojasnjena. Čeprav rezultati 
številnih študij nakazujejo na neposreden odnos med aterosklerozo in patologijo AB, nekatere 
študije temu nasprotujejo (Kapasi, Schneider, 2016). 
Bolezen majhnih intrinzičnih žil zajema aterosklerozo majhnih žil, lipohialinozo in 
arteriosklerozo. Za razliko od ateroskleroze v večjih arterijah ni moč zaznati kalcifikacije. 
Lipohialinozo okarakteriziramo z asimetričnimi območji fibroze, hialinoze, povezane z 
makrofagi, in kopičenjem krvnih lipidov ter proteinov. Arterioskleroza pa opisuje koncentrično 
debelitev žilne stene. Nastanek bolezni majhnih intrinzičnih žil lahko vodi v lakunarne infarkte, 
mikroinfarkte, krvavitve in mikrokrvavitve (Thal in sod., 2012). 
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2.2.2 Cerebralna amiloidna angiopatija (CAA) 
CAA ali cerebralna amiloidna angiopatija je posledica kopičenja peptida Aβ znotraj bazalnih 
membran možganske ovojnice in možganskih arterij in arteriol. Agregati Aβ začnejo počasi 
nadomeščati gladke mišične celice in povezovalno tkivo. Vzrok pojava CAA naj bi bilo 
neravnovesje med produkcijo peptida Aβ in njegovim odstranjevanjem in je pogost vzrok za 
možganske krvavitve. Prav tako se z naraščajočo starostjo zmanjšuje učinkovitost 
perivaskularne limfne drenaže topnega peptida Aβ in ostalih nevrotoksičnih presnovnih 
produktov ter posledično njihovo kopičenje znotraj možganov (Keable in sod., 2016; Kapasi in 
Schneider, 2016). 
2.2.3 Poškodbe krvno - možganske pregrade 
Integriteta krvno-možganske pregrade (KMP) je ključna za homeostazo možganov. Poškodbe 
KMP lahko prekinejo pretok kisika in hranil, a sočasno dovoljujejo vstop toksičnim snovem iz 
krvi v možgane (Chen in sod., 2010; Bowman in sod., 2018).   
Pronicanje krvnih komponent, kot je trombin, preko KMP ima lahko neposreden toksičen 
učinek na možganski parenhim. Mhantre in sod. (2004) so v opravljeni študiji s podganami 
prišli do zaključka, da trombin lahko povzroči kognitivne motnje. Trombin lahko povzroči 
odmiranje nevronov tako in vitro kot v živalskih modelih (Chen in sod., 2010; Mhantre in sod., 
2004). 
2.3 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
2.3.1 Genetika 
Genetsko ozadje Alzheimerjeve bolezni je zapleteno in heterogeno, zato je poznavanje 
posameznih genetskih faktorjev ključnega pomena. Poznamo dve genetski obliki AB. Prva je 
redka zgodnja oblika AB, ki predstavlja le majhen del primerov, in je tipično prisotna pri ljudeh 
mlajših od 65 let. Zaenkrat je v povezavi z boleznijo znanih več kot 160 kandidatnih mutacij v 
treh genih: amiloidni prekurzorski protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) in presenilin 2 (PSEN2). 
Opisane mutacije se dedujejo avtosomalno dominantno in vodijo do spremenjene produkcije 
peptida Aβ in presežka Aβ42, posledica tega je propad nevronov in demenca (Tanzi, 1999; cit. 
po Bertram in Tanzi, 2005). 
Druga oblika je poznana pod imenom pozna AB in je povezana z genetskimi polimorfizmi, ki 
naj bi delovali kot dejavniki tveganja. Eden izmed njih je alel e4 na genu za apolipoprotein E. 
Gre za najmočnejši dejavnik tveganja starostne sporadične Alzheimerjeve bolezni (cit. po 
Bertram in Tanzi, 2005; Nelson in sod., 2015). 
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2.3.2 Nevropatologija bolezni 
Večina primerov AB je sporadičnih in vzrok za razvoj bolezni ostaja neznan. Nevropatologija 
AB je okarakterizirana s kopičenjem plakov amiloida beta in nevrofibrilarnih vozlov/pentelj, z 
vsesplošno izgubo sinaps, vnetnimi in oksidativnimi poškodbami ter izgubo nevronov. 
Nevropatološki in klinični fenotip sta v splošnem neločljiva med zgodnjo družinsko in 
sporadično obliko bolezni (LaFerla in Green, 2012). 
2.3.2.1 Amiloidni plaki 
Protein APP, iz katerega pri proteolizi nastane peptid Aβ, je transmembranski protein in ima 
nevrozaščitno vlogo. Deluje kot spodbujevalec rasti nevritov in aktivator transkripcije. Post-
translacijsko procesiranje proteina lahko poteka po dveh metabolnih poteh. Konstitutivno 
fiziološka pot vključuje zaporedno cepljenje proteina APP s sekretazama α in γ. Pridobljeni 
peptid Aβ se metabolizira in očisti iz možganov, predvsem preko KMP v krvni obtok. 
Nasprotno pa alternativna, amiloido–tvorna pot vključuje sekretazi β in γ ter vodi v patološko 
kopičenje velike količine netopnih peptidov Aβ, Aβ40 in Aβ42 (Finnie in sod., 2017). Plaki Aβ v 
človeških možganih nastanejo v difuzni obliki in so sestavljeni predvsem iz peptida Aβ42, ki 
tvori gosto sredico. Sledi vgradnja Aβ40 in številnih drugih ne-Aβ komponent, kot je ubikvitin. 
Kopičenje nastalih plakov znotraj sten možganskih arterij vodi do zgoraj omenjene sporadične 
oblike CAA (LaFerla in Green, 2012; Hazrati in sod., 2009). 
2.3.2.2 Nevrofibrilarni vozli 
Nevrofibrilarne poškodbe v telescih živcev in apikalnih dendritih povzročijo nevrofibrilarni 
vozli, v distalnih dendritih se protein TAU abnormalno nalaga v obliki niti, prisoten je tudi v  
nevritih, povezanih s plaki amiloidov (nevritski plaki) (Goedert in sod., 1995).  
Protein TAU je eden izmed proteinov mikrotubulov in ima pomembno vlogo pri stabilizaciji 
mikrotubulov v nevronih. Sestavljen je iz visokega deleža aminokislin serina in treonina, ki sta 
večinoma fosforilirana. V patoloških okoliščinah TAU postane hiperfosforiliran, kar zniža 
zmožnost njegove vezave na mikrotubule, zato mikrotubuli razpadejo, hiperfosforilirani proteini 
TAU pa se pričnejo zlepljati med seboj in tvorijo se netopne nevrofibrilarne pentlje. Poleg 
hiperfosforilacije tudi mutacije v genskem zapisu proteina povzročijo njegovo nepravilno 
zvijanje, kar lahko sproži nevrodegeneracijo in demenco (Goedert in sod., 1995). 
Hipoteza amiloidne kaskade domneva, da se hiperfosforilacija zgodi kot posledica nalaganja 
peptida Aβ, a nekatere študije so dokazale njegovo samostojno delovanje pri nevrodegeneraciji 
(Ulep in sod., 2017). 
2.3.2.3 Izguba nevronov in sinaps 
Plaki Aβ povzročijo propad nevronov v Meynertovem jedru, kar se odraža v zmanjšani sintezi 
in sprostitvi acetilholina, spremenjenem holinergičnem signaliziranju in funkciji ter povišani 
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aktivnosti encimov acetilholinesteraz. Naštete spremembe posredno vplivajo na aktivnost N-
metil-D-aspartatnega receptorja (NMDA) in posledica je nevrotoksičnost glutamata. Rezultat 
izgube holinskih nevronov je zmanjšanje delovanja/prevodnosti nevronov (prenos živčnega 
signala), kar vpliva na kognitivnost in vedenjske motnje (Ulep in sod., 2017). 
2.3.3 Dejavniki tveganja 
Med dejavnike tveganja, ki vplivajo na raven nevrovaskularnih poškodb in na katere nimamo 
vpliva, spadata genetika in starost. Ostale dejavnike tveganja, kot so hipertenzija, diabetes, način 
življenja in ateroskleroza, lahko s pravilno prehrano, zadostnim gibanjem, spanjem ter 
odrekanjem slabim razvadam (alkoholu, kajenju, drogam) deloma omejimo (Ulep in sod., 2017; 
Nelson in sod., 2015). 
2.4 VASKULARNA DEMENCA 
Prvi splošno uporabljen diagnostični kriterij za vaskularno demenco je bil sestavljen v zgodnjih 
80. in 90. letih prejšnjega stoletja. Ključni element za postavljanje diagnoze je bila prisotnost 
kognitivne prizadetosti – motnje v spominu in intelektualnih sposobnostih, ki povzročajo 
oteženo življenje posameznika. Kmalu je prišlo v strokovnih krogih do nesoglasij, saj je bil 
kriterij večinoma osnovan na kliničnih značilnostih AB. Iz ugotovitev, da žilne bolezni 
predstavljajo prispevek k povečani možnosti nastanka demence, je sledil zaključek o pomembni 
vlogi žilnih bolezni kot vzroku za pojav kognitivne motnje. Pojavil se je termin vaskularno 
kognitivne motnje, ki se nanaša na lažje in težje oblike kognitivne prizadetosti, povezane z 
domnevnimi vzroki cerebrovaskularnih bolezni. Sem uvrščamo tudi VaD (Biessels, 2016). 
2.4.1 Genetika 
Žilne nepravilnosti so lahko vzrok nastanka cerebrovaskularnih bolezni in lahko vodijo do 
možganskih nepravilnosti ter demence. Eden izmed genetsko pogojenih dejavnikov tveganja za 
VaD je bolezen majhnih intrinzičnih žil, pri katerih poznamo dve dedni obliki. CADASIL ali 
cerebralna avtosomalna dominantna arteriopatija in levkoencefalopatija je posledica mutacij v 
genu NOTCH3. Nevropatološka značilnost je arteriopatija, ki vpliva na majhne in srednje velike 
arterije beline in leptomeningealne krvne žile. Posledica mutacij je degeneracija vaskularnih 
gladkih mišičnih celic, vključno s kopičenjem bazofilcev v stenah žil. Stene žil postanejo 
zadebeljene in fibrotične, kar vodi v zožitev svetline, motnje cirkulacije in do točkovnih 
ishemičnih infarktov. 
CARASIL ali cerebralno avtosomalno recesivna arteriopatija s subkortikalnimi infarkti in 
levkoencefalopatijo ali Maeda sindrom je bolezen, za katero ne poznamo vzroka. Bolezen 
večinoma vpliva na majhne arterije beline in bazalne ganglije. Nevropatološke spremembe 
vključujejo fibrozne zadebelitve intime in poškodbe gladkih mišičnih celic v stenah žil. 
Najpogostejši znak je ishemična kap z motoričnimi motnjami (Hazrati in sod., 2009). 
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2.4.2 Nevropatologija bolezni 
Kako heterogene patološke spremembe v žilah možganov vplivajo na pojav demence, še ni 
docela pojasnjeno tudi zaradi prepleta patologije z AB (Thal in sod., 2012). 
CVB zaobjema vse motnje, kjer je območje možganov prehodno ali trajno poškodovano zaradi 
ishemije ali krvavitev in je v patološki proces vključenih ena ali več možganskih žil (Hazrati in 
sod., 2009). 
2.4.2.1 Možganska kap 
Posledica nezadostnega pretoka krvi skozi možgane je nastanek območja nekroze v 
možganskem parenhimu, kar imenujemo možganska kap. Kapi kategoriziramo v velike infarkte 
(premer 1 cm), lakunarne infarkte (premer 0,5 – 0,1 cm) in mikroinfarkte (premer manj kot 0,1 
cm). Razdelimo jih lahko tudi v ishemične in krvavitvene. Lakunarni infarkti spadajo med 
pogostejšo karakteristiko VaD (Thal in sod., 2012). 
2.4.2.2 Poškodbe beline 
Poškodbe beline možganov (sinonim za vaskularno levkoecefalopatijo ali levkoaraiozo) 
predstavljajo ne-nekrotične spremembe v belini, za katere je značilna demielinizacija, izguba 
aksonov, astroglioza in aktivacija celic mikroglia (Thal in sod., 2012). 
2.4.2.3 Možganske krvavitve 
Spontane možganske krvavitve so primarno povzročene zaradi poškodb majhnih in srednje 
velikih arterij. S hipertenzijo povzročena fibrohialinoza je najpogostejši tip poškodbe žilne 
stene, ki sproži krvavitev. Na krhkost žil vpliva tudi obširno nalaganje amiloida beta znotraj sten 
majhnih žil (CAA) (Fazekas in sod., 1999). 
2.4.3 Dejavniki tveganja 
Dejavnike tveganja za nastanek VaD lahko kakor pri AB razdelimo na spremenljive in 
nespremenljive. Najpomembnejša med nespremenljivimi dejavniki sta spol in starost, sledi 
zgoraj omenjena genetska predispozicija, rasa in predhodno pojavljanje bolezni. 
Spremenljivih dejavnikov tveganja za razvoj cerebrovaskularnih bolezni je veliko. Večina 
dejavnikov vpliva neposredno na pretok krvi skozi možgane, kot na primer hipertenzija, kajenje 
in ateroskleroza ali nalaganje proteina Aβ v stene žil. Manj pogosti dejavniki tveganja, 
hipo/hiperglikemija, lahko vplivajo na odziv možganov na ishemijo in poslabšajo izid nastale 
poškodbe (Hazrati in sod., 2009). 
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2.5 ŽIVALSKI MODELI 
Uporaba živalskih modelov nam omogoča preučevanje molekularnih mehanizmov bolezni in 
iskanje novih potencialnih zdravilnih učinkovin oziroma pristopov zdravljenja (LaFerla in 
Green, 2012). Dolgo časa so se znanstveniki zanašali na zelo omejeno število laboratorijskih 
modelov za preučevanje procesov staranja, predvsem na laboratorijske miši (Mus musculus). 
Laboratorijske miši niso idealen model za posnemanje nevrodegenerativnih motenj pri človeku, 
saj v celoti ne posnemajo anatomije in fiziologije človeka. Poleg tega so mišje linije nastale z 
načrtnim parjenjem v sorodu in jih vzdržujemo v sterilnem laboratorijskem okolju, kar dodatno 
omeji prenos pridobljenega znanja in razumevanja iz živalskega modela na človeka (Gilmore in 
Greer, 2015). 
Domači pes (Canis familiaris) zaradi anatomske podobnosti, dobre anotiranosti genoma in 
delitve življenjskega okolja s človekom predstavlja enega boljših živalskih modelov. Ob skotitvi 
so psi stehtani ter izmerjeni in v zgodnjih letih življenja tudi cepljeni kakor ljudje. V primeru 
bolezni so s strani veterinarja deležni nege. V času raziskovanja pes ne potrebuje umetnega 
habitata. Skoraj polovica podedovanih bolezni pri psih je analognih boleznim človeka. V 
primerjavi z mišjim genomom pasji genom izkazuje večjo stopnjo podobnosti s človeškim 
genomom ter bolj podobne metilacijske vzorce. Stopnja parjenja znotraj sorodstva je nižja kot 
pri laboratorijskih miših (Gilmore in Greer, 2015).  
Pri uporabi živalskih modelov je potrebno poustvariti čim več patoloških značilnosti bolezni pri 
različnih živalskih vrstah. Ob tem je potrebno upoštevati podobnosti in razlike med vrstami tako 
na nivoju fenotipa kot na molekularnem nivoju. Zaradi prekrivanja določenih patoloških 
značilnosti in simptomov VaD in AB je izmenjava rezultatov, pridobljenih na različnih modelih, 
ključnega pomena za učinkovitejši potek raziskav in kliničnih študij. 
2.5.1 Živalski modeli VaD 
Živalski modeli VaD so bili razviti predvsem na glodavcih in vključujejo modele z zaporo 
osrednje možganske arterije, embolično kapjo in vensko trombozo. Večina modelov ne uspe v 
celoti posnemati vseh značilnosti vaskularno kognitivne motnje. Pri podganah so zmanjšan 
pretok krvi simulirali z zaporo bilateralne karotidne arterije ali z namestitvijo posebnih 
obročkov (ameroidnih konstriktorjev) nanje. Tudi pri miših so uporabili podoben pristop. 
Poškodbe beline so bile v teh modelih omejene na corpus callosum, kar se razlikuje od človeške 
vaskularno kognitivne motnje, kjer se ishemična kap pogosto razvije v subkortikalnih območjih 
(Hattori in sod., 2015). 
Z aplikacijo mikro tuljave na levo skupno karotidno arterijo in ameroidnim konstriktorjem na 
desno so razvili mišji model, ki povzroči motnje v pretoku krvi. Rezultat je bil postopno 
znižanje pretoka krvi v obeh hemisferah. Posledično so se razvile številne ishemične kapi, v 
globoki belini in hipokampusu, območjih, ki sta običajno prizadeti pri človeški možganski 
ishemiji (Hattori in sod., 2015). 
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Bolezen majhnih intrinzičnih žil je glavni vzrok za vaskularno demenco in dominantna mutacija 
v genu NOTCH3 povzroči razvoj CADASIL, ene izmed dednih oblik te bolezni. Gen NOTCH3 
kodira zapis za transmembranski receptor, ki se izraža predvsem v gladkih mišičnih celicah žil 
in pericitih. Receptor je heterodimer in je sestavljen iz zunaj in znotrajcelične domene. Mutacije 
gena povzročijo pretirano kopičenje zunajcelične domene NOTCH3 na membranah celic 
gladkih mišic, ki tvorijo stene žil. Transgene miši z mutacijo v genu NOTCH3 so razvile večino 
patoloških sprememb bolezni CADASIL, vključno s poškodbami sten žil in možganskega 
parenhima. Nastali model omogoča raziskovanje pomembnih vidikov patogeneze te bolezni 
(Joutel in sod., 2010). 
Ishemične poškodbe možganov sprožijo vnetni odgovor, ki igra pomembno vlogo pri 
nadaljnjem napredovanju VaD (Yoshizaki in sod., 2008). Za oceno vpletenosti vnetnih in 
imunskih reakcij pri kognitivni motnji so Yoshizaki in sod. (2008) razvili mišji model s trajno 
zaporo možganskih karotidnih arterij. Z nastalim modelom so prikazali kronično zmanjšanje 
možgansko – hrbtenjačne tekočine, poškodbe beline in motnje v spominskih funkcijah. Poleg 
tega so dokazali povišan nivo vnetnih citokinov in znižano raven protivnetnih citokinov v mišjih 
možganih. 
Peptidaze, povezane z mitohondrijskim procesiranjem (MPP), so družina endopeptidaz, ki lahko 
razgradijo večino sestave zunajceličnega matriksa. Poleg razgradnje tkiva igrajo MPP 
pomembno vlogo pri nevroloških motnjah. MPP2 je znatno povišana pri cerebrovaskularnih 
poškodbah beline pri pacientih z VaD (Nakaji in sod., 2006). Nakaji in sod. (2006) so dokazali 
ključno vlogo MPP2 pri poškodbah KMP, aktivaciji celic glia in poškodbah beline po 
kroničnem zmanjšanju pretoka krvi skozi možgane. Podgane z zaporo bilateralne karotidne 
arterije, tretirane s selektivnim MMP2 inhibitorjem, so imele po kronično zmanjšanem pretoku 
krvi skozi možgane značilno manjše poškodbe beline v primerjavi s kontrolami. Prav tako je 
bilo število aktiviranih celic astroglia in mikroglia značilno nižje. Podobne rezultate so kazale 
miši z izničenim genom MMP2, ki so imele zoženo bilateralno karotidno arterijo. 
Stopnja mielinizacije možganske beline upada pri pacientih z VaD. Prav tako je njena splošna 
značilnost pojav hiperintenzitete možganske beline pri slikanju z magnetno resonanco. CAA 
spada med pomembne dejavnike tveganja za izgubo mielina v starajočih možganih. 
Hiperintenziteto možganske beline, posneto z magnetno resonanco, so opazili tudi pri ostarelih 
psih. V raziskavi so z analizo 51 pasjih tkivnih rezin možganov razkrili starostno-odvisno 
mielinsko izgubo, ki je korelirala z nalaganjem fagocitov v obžilnih prostorih (Chambers in 
sod., 2012). 
2.5.2 Živalski modeli AB 
Transgene miši so pomemben model številnih vidikov amiloidne patologije AB in z njo 
povezanih kognitivnih sprememb. Z razvojem dvojnega-transgenega mišjega modela 
APPSLPS1KI, ki nosi zapis za štiri mutacije povezane z družinsko obliko Alzheimerjeve 
bolezni, so uspeli poustvariti obsežne izgube nevronov v hipokampusu že pri starosti šestih 
mesecev. Poleg tega so te miši razvile zapleten vzorec izovariacij Aβx-42, zelo podoben tistim, 
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opisanim v možganih pacientov z AB. Mutacije v predstavljenem modelu v nekaj mesecih 
povzamejo patološke spremembe, ki za svoj razvoj pri človeku potrebujejo več desetletij (Casas 
in sod., 2004). 
Razvoj transgenih mišjih modelov z izraženo mutirano obliko človeškega gena APP je 
raziskovalcem omogočil raziskovanje bolezni kljub nekaterim omejitvam. Proteini Aβ miši in 
podgan se razlikujejo od človeških v številnih aminokislinah, ki naj bi igrale ključno vlogo pri 
kasnejšem procesiranju in odstranjevanju tega toksičnega proteina. Transgenim mišim prav tako 
primanjkujejo številni N-terminalno skrajšani fragmenti Aβ, ki naj bi igrali ključno vlogo pri 
tvorbi nevritskih plakov v možganih pacientov z AB (Sarasa in sod., 2010). 
Tvorba nevrofibrilarnih vozlov je posledica kopičenja filamentov proteina TAU. Eden izmed 
prvih transgenih modelov je bil razvoj transgene miši, ki nosi zapis za izoformo najkrajšega 
človeškega proteina TAU. Izražanje transgena je vodilo do sprememb v organizaciji in 
fosforilaciji proteina TAU in tako delno posnemalo spremembe opažene v stanjih pred 
nastankom vozlov pri Alzheimerjevi bolezni (Brion in sod., 1999). 
Za določitev, ali so nevrofibrilarni vozli središče nevrotoksične kaskade pri AB ali pa 
predstavljajo zaščitni odgovor, so SantaCruz in sod. (2005) ustvarili mišji model P301L. 
Transgene miši so izražale mutirano obliko človeškega proteina TAU, njegovo izražanje pa je 
bilo regulirano z doksiciklinom. Miši so z izražanjem tauP301L izkazovale progresivno s  
starostjo povezano patologijo nevrofibrilarnih vozlov, obsežno izgubo nevronov in vedenjske 
motnje. Ob zmanjšanju izražanja mutirane oblike TAU pa so se spominske funkcije obnovile in 
število nevronov se je stabiliziralo, a nevrofibrilarni vozli so se nadalje kopičili. 
Med nevretenčarske modelne organizme spada vinska mušica (Drosophila melanogaster). 
Prednost uporabe takšnega modela je nizka cena, majhnost, kratek generacijski čas in dobro 
anotiran genom. Transgene mušice, ki so izražale mutirano obliko človeškega proteina TAU, so 
razvile ključne značilnosti bolezni, in sicer starostno povezano nevrodegeneracijo, toksičnost 
mutirane oblike TAU in njegove nepravilne oblike, a brez tvorjenja nevrofibrilarnih pentelj. 
Kljub temu lahko z modelom preučujejo celične mehanizme, povezane z nevrotoksičnostjo 
(Wittmann in sod., 2001). 
Podobne prednosti imajo tudi nematode (Caenorhabditis elegans). Za identifikacijo kritičnih 
korakov v s TAU-inducirani nevrodegeneraciji so Kraemer in sod. (2003) ustvarili transgeno 
linijo C. elegans, ki izraža normalno ali mutirano obliko človeškega gena za protein TAU. 
Genetsko spremenjene nematode so izkazovale spremenjeno vedenje, kopičenje netopnega, 
fosforiliranega proteina TAU, izgubo nevronov in aksonov. Opisan degenerativni fenotip je bil 
huje izražen v transgeni liniji z mutirano obliko gena TAU (Kraemer in sod., 2003). 
Kljub podobnim mehanizmom se razvoj nevrofibrilarnih vozlov med pasjimi in človeškimi 
možgani nekoliko razlikuje. Pri psih ni nobenega prehoda med normalno specifično TAU 
fosforilacijo v obsežno hiperfosforilacijo, ki vodi do celične degeneracije in tvorjenja 
nevrofibrilarnih vozlov (Pugliese in sod., 2006). Pri dementnih psih je možno zaznati povečano 
prisotnost fosforiliranega proteina TAU (fTAU) v sinaptosomih. Lahko predvidevamo, da je 
demenca pri psih delno posledica slabšanja sinaptične funkcije, povzročene s strani fTAU in ne 
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toksičnih učinkov nevrofibrilarnih vozlov (Smolek in sod., 2016). Ta dokaz podpira predhodno 
opravljena študija starejših psov, kjer so zaznali povečano hiperfosforilacijo proteina TAU v 
posameznih nevronih možganske skorje in subcelične porazdelitve fTAU s perinuklearne v 
granularno plazmo in jedro (Pugliese in sod., 2006). 
2.6 POTENCIALNE MOŽNOSTI ZDRAVLJENJA NEVRODEGENERATIVNIH 
BOLEZNI 
Za simptomatično zdravljenje AB na trgu zdravil najdemo zaviralce acetilholinesteraz in 
antagoniste NMDA z nizko afiniteto. Njihovo delovanje upočasni razcep sproščenega 
acetilholina v sinaptično špranjo in posledično poveča prenos živčnega signala. Med antagoniste 
receptorjev NMDA spada memantin, ki zniža učinke z glutamatom povzročene 
ekscitotoksičnosti (Ulep in sod., 2017). Za preprečitev pojava VaD je ključnega pomena zgodnje 
zaznavanje tveganj za razvoj CVB in kapi ter preprečitve njihovega nastanka. Trenutno za 
lajšanje simptomov VaD še ni odobrenih zdravil. Zaradi naraščajočih dokazov o vpletenosti 
acetilholinskih receptorjev so pričeli s kliničnimi študijami zaviralcev acetilholinesteraz, ki jih 
uporabljajo pacienti z AB, in zaenkrat kažejo obetavne rezultate (cit. po McVeigh in Passmore, 
2006).  
Trenutno za opisani nevrodegenerativni motnji ne poznamo učinkovitega načina zdravljenja, 
ampak le zdravila za blaženje simptomov in upočasnitev napredovanja bolezni. Iskanje načinov 
zdravljenja je ključnega pomena, saj število obolelih za demenco strmo narašča. 
2.6.1 Celične terapije z matičnimi celicami 
Matične celice so definirane kot celice z zmožnostjo samoobnavljanja in diferenciacije v 
različne celične tipe. Glede na izvor jih lahko razdelimo na embrionalne matične celice (EMC), 
matične celice zarodka, matične celice popkovine in odrasle matične celice (Pera in Dottori, 
2005; Melton in Cowen, 2009; Kneževič, 2019). 
Za namene obstoječih celičnih terapij z matičnimi celicami se uporabljajo predvsem 
mezenhimske matične celice ali MMC. Njihova glavna prednost v primerjavi z EMC je etično 
sprejemljivo pridobivanje. Ostale pozitivne lastnosti so dobra toleranca s strani pacientov, 
neimunogenost, enostavno vzdrževanje v celični kulturi in možnost diferenciacije v številne 
celične tipe (Knežević, 2019). 
Posledično so v raziskavah za iskanje učinkovite oblike zdravljenja AB in VaD pričeli z 
uporabo MMC, pridobljenih iz kostnega mozga, popkovnične krvi in maščobnega tkiva. 
2.6.1.1 Matične celice kostnega mozga 
MMC kostnega mozga najdemo postnatalno v nehematopoetičnem delu strome kostnega mozga. 
Pridobimo jih na neinvaziven način, ki ni etično sporen (Pera in Dottori, 2005). 
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Za ocenitev terapevtskega učinka podganjih MMC na toksičnosti proteina TAU so uporabili AT 
tau celice. Gre za človeško celično linijo z izraženim genom za nepravilno zložen človeški 
protein TAU, ki predstavlja dober model za preučevanje AB. V poskusu so medij obogatili s 
snovmi, ki jih izločajo MMC. Pri merjenju nivoja izražanja in vzorca proteina TAU niso zaznali 
nobenih sprememb. Kljub temu jim je uspelo z uporabo MMC kostnega mozga dokazati 
značilno povečano preživetveno sposobnost AT tau celic. Ena izmed najbolj vznemirjajočih 
odkritij pa je zmožnost sekretoma MMC, da vzpodbuja rast nevritov pri celicah, ki izražajo 
skrajšan protein TAU (Zilka in sod., 2011).  
Pri ishemičnih poškodbah možganov se poveča nepravilno delovanje mitohondrijev, ki vpliva 
na povečano vsebnost znotrajceličnih reaktivnih kisikovih spojin in celično smrt. V podganjem 
modelu s kirurško povzročeno zaporo srednje možganske arterije, so s transplantacijo MMC 
kostnega mozga na mesto poškodbe dokazali vlogo celične komunikacije pri poškodbah. 
Injicirane MMC so bile zmožne prenosa lastnih funkcionalnih mitohondrijev v poškodovane 
endotelijske celice. Gostota mikro  ožiljenosti se je zato povečala (Liu in sod., 2019). 
Intravenozna infuzija MMC je obetavna terapija za izboljšanje funkcionalnih sposobnosti po 
kapeh. Z uporabo podganjega modela s spontano hipertenzijo, ki predstavlja živalski model za 
CVB, so Nakazaki in sod. (2019) opisali pozitivne učinke intravenozne infuzije MMC kostnega 
mozga. Dokazali so aktivacijo TGF-B in Ang1 signalizacijskih poti, ki vzpodbujata delitev in 
diferenciacijo endotelijskih celic in pericitov. Obnova mikrožilja je vodila do stabilizacije 
funkcije KMP in posledično do preprostejše odstranitve plakov Aβ, zmanjšane atrofije 
možganov in obnovitve kognitivnih funkcij. 
Večina terapevtskih pristopov za vnos matičnih celic temelji na injiciranju v možgane, kar 
predstavlja veliko oviro za klinične aplikacije, saj gre za invaziven poseg z možnostjo številnih 
zapletov. Intravenozni način je hitrejša in enostavnejša alternativa. V predklinični študiji so 
mišji liniji APPPS1 intravenozno, preko repne vene, injicirali človeške MMC kostnega mozga. 
Dokazali so zmanjšano količino topnega Aβ v možganih, povečan nivo encimov za razgradnjo 
Aβ in znižanje določenih vnetnih citokinov. Opravili so tudi aplikacijo izločenih faktorjev 
človeških MMC preko nosne votline, kar je prav tako značilno znižalo količino Aβ. V tem 
primeru lahko te faktorje uporabimo kot komplementarno zdravljenje ob injiciranju matičnih 
celic (Harach in sod., 2017). 
2.6.1.2 Matične celice maščobnega tkiva 
Čeprav je možno zaslediti veliko podobnost med matičnimi celicami maščobnega tkiva in 
kostnega mozga, študije dokazujejo prisotnost fenotipskih razlik v povezavi s potencialom za 
diferenciacijo. Navedena opažanja so pomembna pri izboru primernega mezenhimalnega tkiva 
kot vira MMC za specifični namen (Katsuda in sod., 2013). 
Za matične celice je značilno izločanje številnih molekul, kot so rastni faktorji in zunajcelični 
vezikli. Sekretorni faktorji imajo lahko antiapoptotski, angiogenični vpliv in koristne učinke ob 
ishemičnih poškodbah. Eksosomi so majhni zunajcelični vezikli, ki jih izloča večina celičnih 
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tipov, in vsebujejo različne molekularne komponente celic, kot so proteini, mikroRNA in 
mRNA (Lee in sod., 2018). Za preučitev njihovih možnih pozitivnih učinkov za zdravljenje AB 
so Lee in sod. (2018) opravili študijo na podlagi celičnega modela AB. Dokazali so zmanjšano 
celično smrt, zmanjšano patologijo Aβ in možen vpliv na tvorbo nevritov. 
Med številnimi proteazami vpletenimi v proteolizo Aβ poleg IDE in MMP9 spada tudi 
neprilizin (NEP). Ker je njegovo izražanje in aktivnost pri pacientih z AB znižano, so ga izbrali 
za terapevtsko tarčo. Eksosomi človeških MMC maščobnega tkiva in kostnega mozga, ki tudi 
izražajo omenjeni encim, prispevajo k znižanju znotrajcelične in zunajcelične količine proteina 
Aβ. Tako MMC maščobnega tkiva kot njihovi eksosomi so učinkovitejši v primerjavi z MMC 
kostnega mozga. Dostava terapevtskih faktorjev preko eksosomov izoliranih iz matičnih celic 
predstavlja veliko prednost glede pacientove varnosti, saj v primerjavi z drugimi terapevtskimi 
pristopi ne vključuje virusnega prenosa. Prav tako imajo eksosomi prednost pri prečkanju KMP, 
kar pomeni, da jih lahko na precej manj invaziven način apliciramo bolnikom, npr. intravenozno 
ali preko nosne votline (Katsuda in sod., 2013). 
2.6.1.3 Matične celice popkovine 
Prednosti matičnih celic popkovine pred preostalimi tipi mezenhimskih matičnih celic, so 
najmanj invazivna oblika pridobivanja, učinkovitejše parakrino delovanje in hitre celične delitve 
ter diferenciacija v nevrone (Cui in sod., 2017).  
Celice mikroglia so splošno gledano obravnavane kot imunske celice CŽS. Že pred samim 
kopičenjem toksičnega proteina Aβ se sproži njegovo odstranjevanje s strani celic mikroglia. 
Čiščenje je regulirano preko fagocitoze celic mikroglia ali preko spodbujanja izražanja encimov 
za razgradnjo Aβ (Kim in sod., 2018). Faktor GDF15 spada v TGF-β superdružino proteinov in 
igra ključno vlogo pri imunosupresiji, nevrozaščiti ter regulaciji celične rasti in diferenciacije 
celic. Eden izmed virov GDF15 so MMC popkovine, ki z njegovim izločanjem modulirajo 
aktivnost celic mikroglia. GDF15 značilno poveča izražanje encima IDE v celicah mikroglia, 
kar poveča učinkovitost odstranitev Aβ (Kim in sod., 2018). 
Zaradi patološkega kopičenja proteina Aβ se sproži vnetni odziv, kar lahko onemogoči uspešno 
odstranjevanje Aβ. Sproščanje vnetnih citokinov, kot sta IL-1β in TNF-α, še dodatno sproži 
sintezo proteina Aβ. S transplantacijo človeških MMC popkovine v možgane transgenih 
APPPS1 miši so dokazali znižanje ravni opisanih citokinov v korteksu in hipokampusu. 
Posledično se je zmanjšalo tudi odlaganje Aβ in hiperfosforiliranega proteina TAU, kar je 
vodilo do izboljšanja kognitivnih funkcij živali. V miših, ki so jim injicirali človeške MMC 
popkovine, so dokazali povišano raven citokina IL-4, ki zavira vnetne procese, in potrdili 
nevrozaščitni učinek uporabljenih matičnih celic (Lee in sod., 2012). 
Kim in sod. so leta 2015 za ocenitev terapevtskega potenciala izvedli klinično študijo 
neposredne transplantacije človeških MMC popkovine v možgane pacientov z AB. Z opravljeno 
študijo so dokazali izvedljivost, varnost in neimunogenost injiciranih MMC popkovine. 
Rezultati opravljene klinične študije se sicer niso skladali s pridobljenimi rezultati na živalskih 
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modelih in niso imeli predvidenega terapevtskega učinka. Odstopanja lahko razložimo z nizko 
občutljivostjo metode, s katero so merili topne in difuzne amiloidne plake, z razlikami v 
mikrookolju AB med ljudmi in živalmi ter alogeno transplantacijo. Poleg tega so mišji modeli 
Alzheimerjeve bolezni umetno sproženi s prekomernim izražanjem ene oblike mutiranega gena, 
pri večini gena APP. Sama patologija, tako nalaganje amiloidnih plakov, pojav nevrofibrilarnih 
pentelj in kognitivni deficiti, v veliki meri ne posnema človeške Alzheimerjeve bolezni. Zato so 
drugi živalski modeli, ki spontano razvijejo patologijo in simptome podobne AB in /ali VaD 
zelo pomembni. 
3 EKSPERIMENTALNI DEL: ISKANJE PATOLOŠKIH SPREMEMB V 
MOŽGANSKEM TKIVU PSOV S KOGNITVNO MOTNJO 
V zgodnjih 20. letih prejšnjega stoletja je Benhold prvi poročal o uporabi barvila Kongo rdeče 
za zaznavanje amiloidnih plakov zaradi njegove vezave na amiloidne fibrile (Bennhold, 1992). 
Kongo rdeče obarvani amiloidni plaki so pod svetlobnim mikroskopom rdeče barve. Prisotnost 
lahko spremljamo tudi preko njihove fluorescence, na mikroskopu ob uporabi filtra vzbujevalne 
valovne dolžine v območju med 530–585 nm, ki jo zaznamo kot rdeče oranžno fluorescenco. Z 
uporabo polizatorja svetlobe je prav tako možno opaziti jabolčno zeleno obarvano dvolomnost 
(ang. apple-green birefringence), ki potrjuje prisotnost amiloidov (Clement in Truong, 2014). Za 
potrditev prisotnosti amiloidov se uporabljajo različne metode, vključno z imunohistokemijskim 
barvanjem, kjer uporabljamo protitelesa proti amiloidnim komponentam.  
3.1 MATERIALI IN METODE 
3.1.1 Tkivne rezine možganov 
Za opravljanje eksperimentalnega dela diplomske naloge smo uporabili tkivne rezine možganov 
dveh ostarelih psov z zabeleženo kognitivno motnjo. Vzorce smo pridobili na Veterinarski 
fakulteti, Univerze v Ljubljani. Pasji možgani so bili odvzeti takoj po evtanaziji psov in fiksirani 
v 4 % paraformaldehidu. Nato so bili po splošno uveljavljenem protokolu priprave trajnih 
histoloških preparatov vklopljeni v parafin. Z uporabo mikrotoma so bili narezani na rezine z 
debelino 7 µm in odloženi na predmetna stekelca. 
3.1.2 Priprava delovnih raztopin in postopek barvanja z barvilom Kongo rdeče 
Za barvanje tkivnih rezin smo pripravili 0,3 % založno raztopino barvila Kongo rdeče v 0,3 % 
raztopini natrijevega klorida in 80 % alkoholu. Pred začetkom barvanja smo pripravili delovno 
raztopino barvila, tako da smo založni raztopini dodali 1 % natrijevega hidroksida. Za 
razbarvanje ozadja po barvanju s Kongo rdečim smo uporabili raztopino alkalnega alkohola. 
Raztopino smo pripravili s 50 % alkoholom in 1 % natrijevim hidroksidom (IHC World, 2019). 
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3.1.3 Barvanje s protitelesi 
Za izvedbo histološkega barvanja pasjih tkivnih rezin možganov s protitelesi smo uporabili 
protitelo proti β-amiloidu (BioLegend, #800701) v redčitvi 1:1000. Postopek barvanja s 
protitelesi je naveden v Prilogi C. 
4 REZULTATI 
4.1 BARVANJE Z BARVILOM KONGO RDEČE 
Z uporabo svetlobnega mikroskopa in rdečega filtra smo pregledali pobarvane tkivne rezine. 
Poleg rdečega obarvanja pod vidno svetlobo, so bili depoziti proteina amiloid beta opazni z 
uporabo rdečega filtra v obliki rdeče oranžne fluorescence. Za dodatno potrditev prisotnosti 
nalaganja amiloida beta smo opravili tudi pregled s polarizatorjem svetlobe.  
V enem od vzorcev smo odkrili rdeča obarvanja, značilna za reakcijo med barvilom Kongo 
rdeče in proteinom amiloid beta. Patološke spremembe smo opazili v obliki depozitov amiloida 
beta v možganski skorji in cerebralne amiloidne angiopatije (CAA) v številnih stenah krvnih žil 
(Sliki 1 in 2, Priloga A). Plaki amiloida beta so bili pod vidno svetlobo obarvani svetlo rdeče, pri 
uporabi rdečega filtra pa so svetili rdeče oranžno (Sliki 1 in 2, Priloga A).  
 
       
A: Obarvana tkivna rezina z vidnimi depoziti proteina amiloid beta pod vidno svetlobo (puščici kažeta na amiloidni 
plak) (Povečava: 100 x). B: Obarvana tkivna rezina z vidnimi depoziti proteina amiloid beta z uporabo rdečega 
filtra (puščici kažeta na amiloidni plak) (Povečava: 100 x). 
Slika 1: Tkivne rezine možganskega parenhima barvane z barvilom Kongo rdeče 
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A: Tkivna rezina pasjih možganov pod vidno svetlobo, ki kaže patologijo CAA (Povečava: 100 x). B: Tkivna 
rezina pasjih možganov z uporabo rdečega filtra s patologijo CAA (Povečava: 100 x). 
Slika 2: Depoziti proteina amiloid beta v stenah krvnih žil 
4.2 BARVANJE S PROTITELESI 
Prisotnost depozitov amiloida beta v pasjih možganih smo potrdili tudi z barvanjem s protitelesi 
proti Aβ. Depoziti amiloid beta so obarvani s temno rjavo barvo (Slika 3, Priloga A). 
 
A: Tkivna rezina pasjih možganov pobarvana s protitelesi proti Aβ. Bele puščice prikazujejo temno rjavo obarvane 
depozite proteina amiloid beta. B: Tkivna rezina pobarvana s protitelesi proti-β-amiloidu v stenah krvne žile. 
Dolžina meril na obeh slikah je 100 µm.  
Slika 3: Nalaganje amiloida beta v možganskem parenhimu in stenah krvnih žil 
5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
Z uporabo barvila Kongo rdeče, ki ima sposobnost vezave na plake proteina amiloid beta, smo 
dokazali prisotnost depozitov amiloida beta v možganskem parenhimu in stenah možganskih 
krvnih žil pri psu z zabeleženo kognitivno motnjo.  
Človek in njegov »najboljši« prijatelj premagujeta številne podobne bolezni spontanega 
nastanka, kot so staranje, oslabljenost srca, kronične renalne in hepatične poškodbe in nekatere 
druge bolezni. Zaradi podobnosti med človeškimi in pasjimi bolezenskimi stanji, skupnega 
100 µm 100 µm 
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okolja in dobro razvitih veterinarskih posegov pri psu, je pes že postal ključni modelni sistem za 
preučevanje širokega spektra bolezenskih stanj (Gilmore in Greer, 2015). 
Pri postaranih psih in psih s kognitivno motnjo se peptidi Aβ spontano nalagajo v njihovih 
možganih. Pasji prekurzorski protein za Aβ, APP, ima 98 % homologijo s človeškim. 
Vzporedno z napredovanjem patologije Aβ starejši psi izkazujejo upad učnih in spominskih 
sposobnosti, podobno kot ljudje, oboleli za AB (Rusbridge in sod., 2018). Rusbridge in sod. 
(2018) so opisali prisotnost topnih oligomerov Aβ v serumu in možgansko-hrbtenjačni tekočini 
starejšega psa. S pomočjo barvanja s protitelesi so dokazali obsežne difuzne plake v neokorteksu 
in območju hipokampusa. Pri ljudeh so topni oligomeri Aβ obravnavani kot nevrotoksične vrste 
molekul s sposobnostjo vpliva na kognitivne sposobnosti in spremembe sinaptične aktivnosti. 
Toksičnost peptidov Aβ, pridobljenih iz možgansko-hrbtenjačne tekočine in seruma, so preverili 
na človeški celični liniji, pridobljeni iz nevroblastoma. Toksične učinke so ugotovili le pri 
peptidih Aβ z izvorom v možgansko-hrbtenjačni tekočini.  
Poleg podobnosti zaporedij APP je visoka stopnja homologije med človekom in psom prisotna 
tudi pri proteazah, udeleženih v procesiranju in razgradnji peptida Aβ. Vzorec izražanja teh 
proteinov je pri psih in ljudeh podoben, s čimer lahko potrdimo uporabnost psov kot modelnih 
organizmov za preučevanje normalnega človeškega staranja in nevrodegenerativnih bolezni 
(Sarasa in sod., 2010).  
Kljub znatnemu napredku v razumevanju razvoja amiloidnih patologij v možganih starejših 
psov, še vedno zelo malo vemo o vzajemnem delovanju med količino peptida Aβ v možganih in 
nivojem topnih oligomerov Aβ. Predvideva se, da so zgodnje oblike peptidov Aβ, kot so 
oligomeri Aβ in protofibrile Aβ, ključne za toksične učinke teh molekul (Head in sod., 2010).   
Z dvema metodama detekcije smo v možganskem tkivu psov uspeli odkriti skupno patološko 
značilnost s človekom – nalaganje proteina amiloid beta, ki povzroča dve široko razširjeni 
nevrodegenerativni bolezni, VaD in AB. Od dveh obravnavanih vzorcev smo pri enem izmed 
njiju našli depozite amiloida beta v možganskem parenhimu in stenah krvnih žil. Pri 
možganskem tkivu drugega psa nismo zaznali plakov amiloida beta, kar je lahko tudi posledica 
omejene količine analiziranega tkiva. 
Barvilo Kongo rdeče se lahko nespecifično veže tudi na snovi, ki ne vsebujejo depozitov 
proteina amiloid beta. Takšen primer je lahko na primer odluščena povrhnjica kože, kar bi 
obravnavali kot artefakt. Za potrditev prisotnosti nalaganja proteina amiloid beta smo uporabili 
protitelo, ki se specifično veže nanj. Na uspešnost barvanj tkivnih rezin z barvilom Kongo rdeče 
vpliva tudi njihova debelina. Pri debelejših rezinah bo obarvanost močnejša v primerjavi s 
tanjšimi, pri zelo tankih rezinah pa je možno, da obarvanosti ne zaznamo. Metode z uporabo 
protiteles praviloma spadajo med občutljivejše, zato je verjetnost detekcije depozitov amiloida 
beta na tanjših rezinah večja v primerjavi z barvanjem s Kongo rdeče.  
Za natančnejše preučevanje povezave med količino plakov amiloida beta in kognitivno motnjo 
bi morali uporabiti večje število psov in oceniti učne in spominske sposobnosti psov pred 
evtanazijo s primernimi testi. Vključitev spremljanja še ostalih skupnih patoloških 
abnormalnosti VaD in AB, kot so bolezen majhnih intrinzičnih žil, poškodbe KMP, povišan 
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nivo vnetnih citokinov ter aktivnost mikroglia celic, bi doprinesla k relevantnejšim zaključkom 
o procesu nastanka in razvoja demence pri psih.  
V diplomski nalogi smo uspeli potrditi skupne patološke značilnosti nevrodegenerativnih motenj 
pri človeku in psu. Deljenje skupnega načina življenja, dobro razviti veterinarski posegi in 
oskrba, spontan razvoj amiloidnih patologij in visoka sekvenčna homologija s človeškimi 
amiloidnimi proteini so razlogi, ki utemeljujejo smiselnost uporabe psov v namene raziskovanja 
demence. 
6 POVZETEK 
Alzheimerjeva bolezen in vaskularna demenca spadata v skupino nevrodegenerativnih bolezni 
in prizadeneta večinoma starejše ljudi. Za bolezni so značilne skupne patološke spremembe 
možganskega tkiva, kot so bolezen majhnih žil, cerebralna amiloidna angiopatija in poškodbe 
možgansko krvne bariere. Posledično bolniki izkazujejo simptome v obliki upada učnih in 
spominskih sposobnosti ter spremembe vedenja. Kljub temu ju ne smemo enačiti, saj vsaka 
izmed njiju izkazuje edinstvene nevropatološke spremembe in genetsko predispozicijo.  
Trenutno so na trgu prisotna le zdravila za blaženje simptomov AB in VaD. Glavni cilj 
zdravljenja pa je visoka učinkovitost, varnost in odsotnost stranskih učinkov. Potencial za 
možnosti zdravljenja izkazujejo celične terapije z matičnimi celicami. Zaenkrat kaže, da so za 
uporabo v klinične namene najbolj primerne mezenhimske matične celice popkovine, 
maščobnega tkiva in kostnega mozga. Pod okriljem določenih zdravstvenih organizacij že 
potekajo klinične študije z matičnimi celicami z namenom zdravljenja Alzheimerjeve bolezni in 
vaskularne demence.  
Uporaba živalskih modelov nam omogoča pridobitev ključnih informacij za razumevanje 
nastanka in razvoja AB in VaD. V večjem obsegu se kot modelni organizmi uporabljajo 
glodavci in nevretenčarske vrste, predvsem zaradi nizke cene, enostavne genetske manipulacije 
in etičnih zadržkov pri uporabi vretenčarjev. Pogosto zaradi anatomskih in fizioloških razlik ti 
modeli ne posnamejo vseh patoloških značilnosti pri ljudeh in tako znanja ni mogoče v celoti 
prenesti na človeka. Zaradi velike podobnosti s človeškim življenjem ter anatomsko in genetsko 
strukturo opravljajo vedno več raziskav na domačih psih.  
Z rezultati opravljenega barvanja z barvilom Kongo rdeče in protitelesi nam je uspelo dokazati 
nalaganje peptida amiloid beta v možganih psa z zabeleženo kognitivno motnjo. Z rezultati 
barvanj lahko potrdimo, da imajo patološke spremembe opažene pri psih visoko stopnjo 
podobnosti s človeško histopatologijo AB in VaD, zaradi česar pse, poleg ostalih opisanih 
lastnosti, uvrščamo v skupino najprimernejših živalskih modelov za preučevanje 
nevrodegenerativnih motenj. 
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Slike depozitov proteina amiloid beta tkivnih rezin možganov psa s kognitivno motnjo 
 
   
A: Tkivna rezina pasjih možganov z uporabo rdečega filtra z rdeče oranžno fluorescirajočimi depoziti amiloida 
beta v stenah krvnih žil (CAA) (Povečava: 100 x). B: Tkivna rezina pasjih možganov z uporabo rdečega filtra z 
rdeče oranžno fluorescirajočimi depoziti amiloida beta v stenah krvnih žil (CAA) (Povečava: 200 x). 
Depoziti proteina amiloid beta v stenah krvnih žil. 
 
   
A: Tkivna rezina pasjih možganov pod vidno svetlobo s patologijo CAA (Povečava: 100 x). B: Tkivna rezina 
pasjih možganov z uporabo rdečega filtra s patologijo CAA (Povečava: 100 x). 
Depoziti proteina amiloid beta v stenah krvnih žil. 
 
 
Puščici kažeta na temno rjavo obarvane depozite proteina amiloid beta v možganskem parenhimu. 
S protitelesi obarvani depoziti proteina amiloid beta. 
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Postopek barvanja tkivnih rezin pasjih možganov s Kongo rdečim barvilom 
 
1. Deparafinizacija in rehidracija tkivnih rezin. Trikratna 10 minutna inkubacija v ksilenu; 
dvakrat 100 % etanol, 5 min; 96 % etanol, 5 min; 70 % etanol, 5 min; spiranje pod tekočo 
vodo, 2 min. 
2. Barvanje z delovno raztopino Kongo rdeče barvila, 20-30 min. 
3. Spiranje z destilirano vodo. 
4. Razbarvanje ozadja (5-10 potopov) v alkalno alkoholni raztopini. 
5. Spiranje pod tekočo vodo. 
6. Barvanje jeder s hematoksilinom, 30 sek. 
7. Spiranje pod tekočo vodo, 2 min. 
6. Dehidracija: 96 % etanol, 3 min; dvakrat 100 % etanol, 3 min. 
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Postopek barvanja tkivnih rezin pasjih možganov s protitelesom anti-β-amiloid 
 
1. Dvakratna inkubacija v ksilenu, 5 min. 
2. Deparafinizacija in rehidracija: 100 % etanol, 5 min; 96 % etanol, 5 min; 70 % etanol, 5 
min; dH20, 5 min; dH20, 5 min. 
3. Izpostavitev antigenov: inkubacija, 20 s v mravljinčni kislini (98-100 %) in 10 min kuhanje 
v mikrovalovki v citretnem pufru. 
4. Ohlajanje, 30 min. 
5. Spiranje s fosfatnim pufrom, 3x 3 min. 
6. Obkrožimo rezine s hidrofobnim pisalom. 
7. Izničenje endogene peroksidazne aktivnosi: 3 % H2O2, 5 min. 
8. Spiranje s fosfatnim pufrom, 3x 3 min. 
9. Blokiranje nespecifične vezave: 5 % normalni kozji serum + 1,5 % goveji serumski 
albumin (BSA) + 0,1 % Triton X-100 (vse skupaj pripravljeno v fosfatnem pufru), inkubacija 
ena ura na sobni temperaturi. 
10. Inkubacija s primarnim protitelesom preko noči na 4 °C. 
11. Spiranje s fosfatnim pufrom, 3x 5 min. 
12. Inkubacija z reagenti, ki vsebujejo sekundarno protitelo, ki je označeno s hrenovo 
peroksidazo (Novolink Polymer, RE7200-K, Leica). 
13. Razvoj peroksidazne aktivnosti: na rezine nakapljamo raztopino diaminobenzidina 
(DAB). Inkubiramo, dokler se ne razvije rjavo obarvanje. 
14. Spiranje z vodo. 
15. Obarvanje celičnih jeder: barvanje s hematoksilinom. 
16. Spiranje z vodo. 
17. Dehidracija: 70 % etanol, 5 min; 96 % etanol, 5 min; 100 % etanol, 5 min; ksilen, 5 min; 
ksilen, 5 min. 
18. Vklapljanje: na predmetna stekelca nakapljamo medij za vklapljanje (Pertex) in pokrijemo 
s krovnim stekelcem. V digestoriju pustimo preko noči, da se vklopni medij. 
 
